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PRQCEDF RA PIDE DE DETERMINATION D'UNE SEQUENCE D'ADN FT 
APPUCATTON A U SEQUENCAGE ET AU DIAGNOSTIC 

La presente invention concerne un procede de determination 
rapide d'une sequence d'nn acide nucleique, ADN ou ARN, utile notamment 
5 pour le sequengage d'un ADN ou ARN inconnu ou bien pour la detection 
d'une sequence d'ADN ou ARN specifique pour le diagnostic. 

Le sequengage de PADN est un objectif majeur de la biologie 
moleculaire et se trouve au centre du projet de sequencage du genome 
humain. 

10 De plus, la mise en evidence de la presence d'une sequence 

d'ADN specifique dans un echantillon physiologique constitue, 
actuellement, I'axe de developpement majeur des methodes de diagnostic. 
Apres la technique immunologique, on se toume maintenant vers des 
methodes de diagnostic mettant en evidence les modifications de I'ADN lui- 

15 meme. ceci afin de prevenir notamment la- resistance aux antibiotiques 
(voir Nature, 1992, 358, p. 591) ,les anomalies genetiques, les risques de 
cancer hes a des modifications genetiques et les infections virales, par 
exemple les infections liees a HIV ou aux virus des hepatites. 

Ces methodes de diagnostic comprennent actuellement les 

20 methodes dites ''d'hybridation directe" qui vont detecter la presence de cette 
sequence par hybridation directe d'une sonde avec Pechantillon. La 
methode est lourde et peu precise, notamment car elle necessite une 
d6tection par gel et exposition sur film photosensible ou comptage 
radioactif. 

25 Les methodes utilisant une amplification, notamment la 

methode PGR, qui avant la mise en evidence de la sequence par hybridation, 
vont d'abord amplifier la partie correspondante de PADN en utilisant par 
exemples des amorces et une polymerase, sont excessivement sensibles aux 
contaminations. 

^ Ces methodes presentent, en outre, Tinconvenient d'etre des 

systemes de reconnaissance indirects parce que la sequence recherchee 
n'est reconnue que par Pintermediaire d'une sonde. 

Le procede selon la presente invention permet la mise en 
evidence de Phybridation ou de la sequence nucleotidique si cela est 

J5 necessalre. II ne peut done y avoir de biais ou d'ambiguite. Ce progres 
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considerable est du au fait que, pour la premiere fois, 11 est presqu*aussi 
rapide de mettre en evidence directement la structure nucleotidique de la 
sequence recherchee que de la mettre en evidence indirectement, a I'aide 
d'une sonde par example. 
5 II est meme possible, grace au procede selon Tinvention, de 

mettre en evidence directement Thybridation entre deux sequences 
complementaires sans avoir recours au sequengage complet de cette 
sequence. 

Le sequengage des acides nucleiques est aujourd'hui 

10 essentiellement realises par la methode dite Sanger bien connue des 
biologistes. Dans cette technique TADN a sequencer est d'abord decoupe en 
petits segments (d'environ 5 kb), qui sont ensuite clones dans des plasmides 
inseres dans une souche bacterienne. Les plasmides sont amplifies dans 
cette souche et extraits. L*ADN insere est alors copie a partir d'un promoteur 

15 plasmidique. Cette transcription est internompue apres Tinsertion d'un 
nombre aleatoire de nucleotides. On possede ainsi une population de toutes 
les copies interrompues possibles de TADN initial. Cette population est 
separee sur gel par electrophorese selon le poids moleculaire des multiples 
copies. La position des nucleotides le long de TADN est lue directement sur le 

20 gel pour chaque fragment d'ADN. 

Ce processus est tres laborieux. Pour un ADN d'environ 15 000 
paires de bases (15 kbp) la dernier e etape (apres 1 'extraction des plasmides) 
prend a elle seule une semaine. En consequence, on admet couramment que 
le sequengage d'un ADN revient a environ 5 francs par paire de base a la 

25 date de depot de la presente demande. 

Le procede selon la presente invention, reposant sur des 
techniques physiques et des traitements electroniques, se distingue des 
approches actuelles qui sont chimiques ou biochimiques. Ses avantages sont 
multiples : 

30 1) II permet aussi bien le sequengage de sequences counes que le 
sequencage -de genes tres longs (superieurs ^10 kbp), sans avoir a les 
segmenter'en petits morceaux, comme c'est le cas dans les methodes 
actuelles. 
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2) II est 10 000 fois plus rapide. Les methodes biochimiques actuelles 
permettent de sequencer environ 15 000 bases en une semaine. Le 
precede permet d'en sequencer environ 100 en une seconde, c'est-a- 
dire 50 millions en une semaine. 
5 3) II requiert une tres faible quantite d'ADN. 

\ 4) II peut 6tre adapte facilement et presente de nombreux degres de 
liberte. 

5) II est aisement automatisable, le signal de sequencage pouvant etre 
directement traite sur ordinateur. 
10 6) II est potentieliement bien moins onereux que la technique actuelle, 
car il n'exige pas de longues et laborieuses manipulations 
biochimiques. Comme le temps de sequencage est une partie 
determinante de son cout, le procede devrait etre au moins 1 000 fois 
moins cher. 

15 La presente invention conceme^n procede de determination 

d'une sequence d'ADN ou d'ARN, caracterise en ce qu'on determine 
Tenergie d'appariement ou de desappariement entre chaque paire de base 
de TADN ou d'un hybride ARN/ADN double brin correspondant a la 
sequence d'ADN ou d'ARN a determiner et en ce que I'on compare cette 

20 energie k des valeurs pr6determinees. 

Ce procede presente plusieurs modes de mise en oeuvre. Dans le 
premier mode, on peut affecter a chaque energie mesuree une valeur 
predetermin6e qui correspond a une paire de base en presence de bases 
avoisinantes correspondantes, on reconstitue ainsi la sequence 

25 nucleotidique de TADN ou de TARN en cause. 

Dans un second mode de mise en oeuvre du procede, on 
cherche a mettre en evidence la presence d'une sequence connue. Dans ce 
cas on peut avoir simplement determine les elements essentiels de cetie 
sequence recherchee pour en faire une "empreinte" et on peut alors se 

30 contenter de controler que Techantillon d'ADN ou d'ARN a determiner 
presente la mSme efnpreinte ou non. 

Dans un troisieme mode de mise en oeuvre du procede, on 
determine Tenergie globale necessaire pour desapparier TADN double brin 
ou rhybride ADN/ARN double brin et on compare cette energie globale a 

35 une valeur de seuil de cette energie correspondant aux memes sequences 
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totalement appariees, ce qui permet d'ecarter des complexes ADN/ADN ou 
ARN/ADN non totalement apparies dont Tenergie de desappariement est 
inferieure a la valeur de seuil ; on appellera Tempreinte" en cause 
"empreinte globale", qujignal. 
5 Ces deux demiers modes de mise en oeuvre du procede sont 

plus particulierement destines au diagnostic, c'est-a-dire a la mise en 
evidence de la presence ou de Tabsence d'une sequence connue, alors que le 
premier mode de mise en oeuvre est plus particulierement destine au 
sequengage. 

10 Par "energie d'appariement ou de desappariement" on entend 

designer essentiellement I'energie necessaire pour separer ou recup^rer 
en reformant ("reapparier") deux paires de bases appariees sur deux brins 
d'ADN complementaires ou d'un hybride ADN/ARN. 

^invention repose sur la mise en evidence qu'il est possible de 
15 mesurer, de fagon rapide et fiable, la force ^e liaison de chaque paire de 
base d'un ADN double brin ou d'un hybride ADN/ARN et d'affecter a 
chacune de ces valeurs une sequence specifique, la force de liaison 
dependant non seulement de la paire de base en cause mais egalement de 
son environnement, notamment des bases avoisinantes et eventuellement 

20 des conditions exp^rimentales dans lesquelles se deroulent I'appariement ou 
le desappariement. 

En effet, TADN est une double h61ice formee par deux brins 
composes des acides nucleiques adenine, thymine, guanine et cytosine, dont 
la cohesion est realisee, d'une part, par les liaisons hydrogenes entre les 

25 paires de bases adenine (A)/thymine (T) -deux liaisons- et les paires 
guanine (G)/cytosine (C) -trois liaisons- ; d'autre part, par les liaisons dues 
aux energies d'empilement des differentes paires de bases. Le tableau 1 
donne une idee des energies correspondantes pour TADN. On constate que 
ces energies varient notablement en fonction des paires de base et des bases 

30 avoisinantes. Les resultats de ce tableau correspondent aux energies 
mesurees pour desapparier des dimeres formes de deux bases contingues. On 
peut se referer egalement a Touvrage de W. Saenger (Principles of Nucleic 
Acid structure 1988, edit6 par Springer-Verlag). Les fleches du tableau 
representent le sens de lecture de TADN. 

35 
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TABLEAU 1 



Dimeres 



Energies 
(kj X mole-i x dimere-i) 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



C.G 
G.C 



I 

I "I 
I " 1 



G.C 
C.G 



T.A 
G.C 

A.T 
G.C ^ 



G.C I I C.G 

G.C i I C.G r 

T.A I 
A.T i 

I "I. -I 

1A.T I t T.A 

A.T I I T.A ir 

tA.T- 1 
T.A I 



A.T 
C.G 

T.A 
C.G i 



-60,99 



-43,93 



- 41,01 



40,50 



34,53 



- 27,46 



27,46 



- 28,34 



22,45 



- 15,97 
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Ce precede comporte deux variantes essentielles. 
Dans le premier mode de mise en oeuvre on determine 
Tenergie de desappariement entre chaque paire de base de TADN ou 
d'hybride ADN/ARN par fixation d'au moins une base de chaque brin de 
5 TADN ou de Thy bride ADN/ARN sur un support et eloignement des supports 
afin d'arracher, Tune apres Tautre, chaque paire de base en mesurant a 
chaque desappariement Tenergie necessaire au desappariement et en la 
comparant avec des valeurs predeterminees, 

Dans le second mode de mise en oeuvre on determine Tenergie 
10 d*appariement entre chaque paire de base de TADN ou d'hybride ADN/ARN 
par fixation d'au moins une base de chaque brin de TADN ou de Thybride 
ADN/ARN sur un support et rapprochement des supports afin d'apparier 
chaque paire de base en mesurant a chaque appariement Tenergie 
necessaire a Tappariement et en la comparant avec des valeurs 
15 predeterminees. 

La fixation de chaque brin d'ADN a un support par au moins 
une base peut Stre realisee par fixation directe de ladite base sur le support 
mais egalement par fixation indirecte par rintermediaire d'un bras qui 
peut 6tre par exemple un peptide ou une chsdne carbonee inerte, ceci pour 
20 evlter les effets lies a la surface du support. 

II est egalement possible de fixer k un support un segment 
d'ADN ou d'ARN par plusieurs bases, 

Enfin, on preferera fixer chaque brin de TADN par des bases 
contigues, mais dans cenains cas, en pariiculier lorsque Ton ne recherche 
25 qu'un signal correspondant a une "empreinte globale", on peut fixer 
chaque brin d'ADN par des bases situees a des extremites opposees. 

Bien entendu, 11 doit etre compris que lorsque Ton utilise les 
termes "energie d'appariement ou de desappariement 11 s'agit de 
determiner cette energie, soit directement, soit indirectement par le biais 
30 d'une grandeur. II peut s'agir notamment d'une force (notamment 
gravitationnelle ou magnetique) ou d'un temps ou d'une temperature 
d'appariement ou de desappariement. Certaines de ces grandeurs peuvent 
6tre liees au deplacement d'un ressort, d'une membrane ou, dans certains 
cas, a des variations de parametres electriques ou magnetiques. 
35 Si Ton souhaite se representer schematiquement TADN double 

brin dans le cadre de la presente invention, il est possible de Tassimiler a 
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une "fermeture eclair" que Ton ouvre (ou que Ton ferme) en mesurant 
pour chaque element Tenergie mise en oeuvre lors du desappariement (ou 
appariement). 

Le precede selon Tinvention peut etre utilise pour differentes 

5 applications. 

II peut, tout d'abord, etre utilise pour le sequen<;age direct d'un 
acide nucleique inconnu. Dans ce cas les valeurs pr^determinees des 
energies d'appariement et de desappariement sont mesurees au pr6alable 
pour chaque paire de base en fonction de leur environnement et on peut 
10 alors directement affecter I'une des bases possibles a chaque 
desappariement ou appariement en fonction de Penergie mesuree. 

Dans ce type de sequengage, il peut etre interessant, apres 
arrachement des deux brins, de les reapparier a nouveau puis de mesurer 
de nouveau les valeurs des energies de liaison afin d'accumuler les donnees 
15 et diminuer ainsi le bruit de fond. 

On peut egalement, pour faciliter ie reappariement, prevoir 
que les extremites libres de TADN double brin avant Tarrachement sont 
reliees entre elles de maniere covalente ou quasi covalente, ce qui permet 
notamment d'effectuer des cycles d'appariement et de desappariement et 
20 d'ameliorer ainsi le rapport signal/bruit. 

Les techniques permettant de solidariser les extremites libres 
de TADN double brin sont connues et certaines seront decrites plus en detail 
dans ce qui va suivre. 

Le procede selon la presente invention peut egalement etre 
25 utilise aux fins de diagnostic pour permettre notamment le sequencage de 
regions variables de TADN correspondant a des anomalies recherchees, la 
technique est alors similaire a celle decrite precedemment pour le 
sequencage. 

Mais il est possible de prevoir une technique simplifiee dans 
30 laquelle les valeurs des forces sont enregistrees sous forme d'une 
"empreinte" ou signal qui sera compare avec Tempreinte ou le signal 
recherche sans que Tordre et la nature des bases soient expressement 
determines. Si Tempreinte recherchee correspond a la presence d'une 
anomalie, toute autre empreinte sera consider6e comme negative ou bien au 
35 contraire on pourra retenir une empreinte correspondant a TADN normal 
en considerant comme poisitive toute autre empreinte. 
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A des fins de diagnostic, une variante plus simple du precede 
decrit precedemment peut etre utilisee. II s'agit non pas de mesurer 
sequentiellement Tenergie necessaire au desappariement des paires de 
bases, mats Tenergie totale necessaire au desappariement de deux segments 
5 hybrides en tirant sur leurs extremites. Dans ce but, une sonde 
complementaire a la sequence cible cherchee dans un echantillon 
d'ADN/ARN est greffee sur un support (par des methodes connues). 
L'ADN/ARN simple brin de rechantillon est alors hybride avec la sonde, 
puis Tune de ses extremites ancree sur une deuxieme surface adequate (par 
10 exemple une bille magnetique recouverte de streptavidine permettant une 
liaison quasi covalente avec un ADN prealablement biotinyle). L'energie 
totale necessaire pour "dechirer" les deux segments hybrides sert 
d' "empreinte" permettant Tidentification de Thybridation. 

La mise en oeuvre du procede a ete rendue possible notamment 
15 par Texistence du microscope a force atomique (AFM) qui permet de 
mesurer directement les forces, comme cela ressortira de la description. 

Le microscope a force atomique (AFM) est un appareil 
commercialise par differentes compagnies (Park, Digital, etc.). II sert en 
general a visualiser une surface en la balayant avec une pointe tres fine 
20 placee au bout d'un levier. 

Ainsi, Tun des moyens les plus simples pour tirer sur TADN et 
pour mesurer la force exercee consiste a utiliser un microscope a force 
atomique (AFM), en attachant I'une des extremites de la molecule d'ADN a la 
pointe ou au levier de I'AFM et en liant Tautre a la surface porte echantillon 
25 solidaire du tube piezoelectrique mobile de TAFM. Ces precedes permettant 
la fixation de TADN sur des surfaces sont connus et certaines des methodes 
utilisabies sont rappelees ci-apres. 

Bustamente et al. ont decrit dans Science (1992, vol. 258. 
p. 1122) une methode de mesure de I'elasticite de I'ADN double brin mettant 
30 en oeuvre un moyen d'etirement different de TADN, base sur des forces 
visqueuses et magiretique. 

Le principe meme de cette methode ne peut s'appliquer au 
sequengage car il n'y a pas separation des deux trins d'ADN et la resolution 
spatiale est insuffisante (de Tordre du micron). 



35 
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En modifiant la tension electrique appliquee sur le tube de 
I'AFM, le tube se deplace et peut ainsi entrainer Tune des extremites de 
I'ADN si celui-ci a ete prealablement fixe d'un cote au levier et de Tautre au 
support. La traction ainsi imposee sur les bases appariees est transmise au 
5 levier de TAFM, dont la deflection permet une mesure precise de cette force. 
La constante elastique typique du levier d'un AFM etant d'environ 
3.10-2 N/m et la precision sur la mesure de deflection du levier pouvant 
atteindre par exemple 0.2 A, la precision sur la force mesur6e est meilleure 
que 0,6.10-12 N, ce qui est environ 100 fois plus faible que les forces 
10 d'appariement-inter-brins (realises par des liaisons hydrogfene). On peut se 
r6ferer a Tarticle de J. N. Israelachvili (Intermolecular and Surface Forces, 
edite par Academic Press, 1985). L'AFM est un outil commode pour mesurer 
ce type de force, mais il n'est pas indispensable et peut etre remplace par 
tout autre methode sensible de mesure de force, telle que les methodes de 
15 detection capacitive ou par levitation magnerique. Les mesures de forces par 
cette derniere methode sont decrites par B. Gauthier-Manuel, Europhys. 
Conf. 14CC34,1990. 

La description ci-apres est faite en se referant a I'AFM mais 
est adaptable a tout autre dispositif. 
20 La periodicite des paires de bases le long de la molecule d'ADN 

est de 3,4 A et permet de limiter Pinfluence des parasites. En tirant sur les 
deux extremites contigues des brins d'ADN, la force mesuree aura une 
composante periodique (de periode environ 6,8 A), modulee par les forces de 
cohesion interbrins qui refletent la sequence des acides nucleiques dans 
25 TADN. Cette composante periodique peut done 6tre utilisee pour le 
sequencage de TADN apres calibration de ces modulations avec des 
sequences connues d'ADN ou d'ARN mais egalement permet d'eliminer les 
parasites. 

En effet, la force de traction sur le levier depend de divers 
30 effets parasites (par exemple les forces de Van-der Waals entre le levier et 
la surface, etc.), en plus de la force de traction due au deroulement de TADN. 
Cependant, seule la force de traction de la molecule d'ADN sur le levier est 
periodique avec une periode d'environ 6,8 A. Les techniques de filtrage du 
signal permettent d'eliminer les effets parasites ayant des frequences 
35 differentes. En calibrant, une fois pour toutes, le signal de force mesure 
pour des sequences connues d'ADN, on etablit une correspondance entre 
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ramplitude de la force periodique et la sequence de TADN. La mesure de 
Tamplitude du signal periodique peut alors etre utilisee pour sequencer des 
fragments d'ADN inconnus. A la fin du cycle de traction, la molecule restant 
ancree aux surfaces, on peut aussi mesurer un signal de force periodique 
5 provenant du r^appariement des paires de bases lorsqu'on rapproche les 
deux brins (en "refermant la fermeture eclair"). Ainsi, en repetant les 
cycles d'etirement/rapprochement (traction/relaxation) on peut ameliorer 
le rapport signal/bruit et la fiabilite du sequengage. 

Enfin, comme cela a ete precise precedemment, il est possible, 
10 afin de faire varier les energes mises en jeu, de faire varier les conditions 
de mise en oeuvre du procede, en particulier les conditions du milieu ou ont 
lieu appariement et desappariement. Ainsi, en modifiant ie pH, la 
temperature, la force ionique ou la nature des produits ajoutes, on peut 
modifier les valeurs des energies mises en jeu pour une meme paire de base. 
15 Dans ce cas, evidemment, il pourra etre necessaire d'effectuer les mesures 
de reference dans les memes conditions pour Tetalonnage. Toutefois, les 
valeurs d'etalonnage pourront dans certains cas etre obtenues par le calcul 
ou a Taide d'abaques ou de tables. 

Afin de fixer TADN sur les surfaces ou supports, on peut avoir 
20 recours a Tune quelconque des techniques connues dsuis le domaine. On 
peut distinguer essentiellement deux techniques : 
1**) La methode directe 

Dans cette methode TADN vient s'ancrer directement sur le 
support, par exemple la pointe de TAFM, ce qui implique une 
25 fonctionnalisation de cette surface. Par exemple en la recouvrant de 
streptavidine, de groupement COOH, etc. capables de reagir avec Textremite 
fonctionnalisee de TADN. 
2**) La methode indirecte 

L'ADN est ancre une particule, par exemple poudre ou 
30 microbille adequate (eventuellement magnetique), elle-mSme liee ensuite 
au support, par exemple au levier de PAFM. Une des methodes permettant 
d'effectuer cette liaison consiste k aimanter le levier. Ceci peut se faire par 
differentes techniques directes bu en coUant un petit aimant a son 
extremite. La methode indirecte permet notamment un accrochage 
35 reversible. En tirant suffisamment fort, la microbille se detache du levier et 
celui-ci est libre pour accrocher une nouvelle microbille. 
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Cette methode permet de sequencer ou de tester en serie une 
population heterogene de molecules d'ADN (deja ancrees au support 
mobile), en les accrochant (d*une maniere reversible) Tune apres Tautre a 
la surface de mesure (le levier de TAFM). 
5 Les methodes directes necessitent, en general, de 

fonctionnaliser TADN ou TARN, en particulier les extremites 3' et 5', c'est-a- 
dire d'y greffer des groupements chimiques adequats. II est, par ailleurs, 
preferable de relier les deux autres extremites libres de la molecule par une 
boucle afin d'eviter que les brins ne se dissocient a la fin de Toperation, 

10 pour pouvoir eventuellement la reiterer. Pour cela on peut proceder de 
differentes manieres. 

La plus simple est de fonctionnaliser a Taide d^oligonucleotides 
de synthese Tune des extremites d'un ADN double brin avec deux fonctions 
differentes (biotine et amine, par exemple), qui permettent I'ancrage a deux 

15 surfaces pretraitees differentes. Les deux brins a Tautre extremite peuvent 
etre relies a Paide d'un nucleotide de synthese partiellement apparie en 
boucle. On fabrique ainsi un ADN simple brin apparie a partir d'un ADN 
double brin (voir figure 2(a)). L'avantage de cette methode tient a sa 
capacite a fonctionnaliser une population heterogene de larges fragments 

20 d'ADN (comme on en obtient par fractionnement d'un gene ou d'un 
chromosome), qui peuvent ensuite etre analyses simultanement. Dans ce 
cas, rechantillon d'ADN est fractionne a I'aide de deux (ou plus) enzymes de 
restriction, ce qui permet I'obtention d'une sous-population avec deux sites 
de restriction differents en ses extremites semblables sur tous les 

25 fragments. Ceci permet de traiter differemment les deux extremites (par 
exemple en reliant Tune d'elle par un oligonucleotide en boucle possedant 
en son extremite le site de restriction adequat). L'inconvenient de cette 
methode reside dans les contraintes steriques entre les deux groupes 
fonctionnels contigus qui peuvent rendre difficile Taccrochage aux 
30 surfaces. 

Ce prebleme peut etre resolu par la methode suivante : 
Un ADN double brin (symbolise ici : a/a') est transforme en 
dimere aaVa'a grace a Tadjonction en bout de chaine d'oligonucleotides 
compl6mentaires, comme cela est schematise k la figure 2(b). Pour ce faire, 
35 on considere deux populations d'ADN a/a'. Dans Tune, I'extremite 5' du brin 
a est fonctionnalisee par un groupement reactif A et son extremite 3' par un 
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oligonucleotide b. Dans Tautre, Textremite 3' du brin a* est fonctionnalisee 
par un groupement reactif B different de A et son extremite 5' par un 
oligonucleotide complementaire de b : h\ L'hybridation et la ligation de ces 
deux populations produit un ADN abaVa'b'a dont Tun des brins (aba') est 
5 fonctionnalise en ses deux extremites par deux groupements reactifs 
differents A et B permettant son ancrage a deux surfaces differentes. 

Pour obtenir la meme configuration que dans la methode 
precedent e, 11 faut desolidariser les deux brins (aa' et a'a) par exemple en 
denaturant TADN. Les deux moities du dimere d'ADN simple brin (aa*) 
10 (accroche aux deux surfaces) etant complementaires (par construction) 
elles s'apparient spontanement comme dans TADN initial (a/a') (voir figure 
1(a)). En deplagant Tune des surfaces, on deroule TADN (on "ouvre la 
fermeture eclair**) et on mesure la force exercee sur Tautre surface gardee 
fixe, 

15 Pour ce qui concerne les techniques d'ancrage proprement 

dites, elles sont nombreuses et derivent des techniques d'ancrage de 
macromolecules ^(proteines, ADN, etc.) a des surfaces pretraitees 
commercialement disponibles. La plupart de ces techniques ont ete 
developpees pour des tests d'immunologie et Went des proteines 

20 (inmiunoglobuiines) a des surfaces poneuses de groupements (-COOH, -NH2, 
-OH, etc.) capables de reagir avec les extremites carboxyle (-COOH) ou amine 
(-NH2) des proteines. 

L'ancrage covalent de TADN peut se faire directement, via le 
phosphate libre de I'extremite 5' de la molecule qui reagit avec une amine 

25 secondaire (surface -NH Covalink commercialisee par Polylabo a 
Strasbourg) pour former une liaison covalente. On peut aussi 
fonctionnaliser I'ADN avec un groupement amine et proceder alors comme 
pour une proteine. 

II existe aussi des surfaces recouvertes de streptavidine (billes 

30 Dynal, etc.) qui permettent un ancrage quasi covalent entre la streptavidine 
et une molecule d'ADN biotinylee. Enfin, en greffant sur une surface (par 
les methodes mentionnees precedemment) un anticorps dirige contre la 
digoxigenine, on peut y ancrer un ADN fonctionnalise par la digoxigenine. 
Ceci ne represente qu*un echantillon des nombreuses techniques d'ancrage 

35 possibles. 
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Parmi les techniques de fixation et d'ancrage, il faut citer 
egalement, par exemple, les techniques decrites dans le brevet EP 152 885 
utilisant un couplage enzymatique pour la fixation de TADN sur un support 
solide tel que la cellulose. 
5 Le brevet EP 146 815 decrit egalement diverses methodes de 

fixation de TADN sur support. 

De meme, le brevet WO 92 16659 propose un procede utilisant 
un polymere pour fixer TADN. 

Bien entendu, TADN peut etre fixe directement sur le support 
10 mais lorsque cela est necessaire, en particulier en vue de limiter I'influence 
des surfaces, TADN peut etre fixe au bout d*un bras inerte peptidique ou 
autre, comme cela est par exemple decrit dans le brevet EP 329 198. 

La presente invention concerne egalement un coffret de 
diagnostic comportant un ou plusieurs des elements suivants : 
15 - une sequence nucleotidique connue (ou "amorce") pouvant hybrider 
dans des conditions stringentes avec un ADN ou un ARN simple brin a 
tester comportant tout ou partie de ladite sequence dans un milieu 
reactionnel contenant d'autres acides nucleiques ou apres separation 
desdits acides nucleiques non hybridables, 
20 - un ADN ou ARN sous forme double brin comme element standard de 
reference, constitue par la sequence hybridable recherchee dans 
Techantillon, 

un support permettant de fixer TADN ou TARN de Techantillon a 
tester ou Pamorce {"sequence nucleotidique connue"), 
25 - au moins une enzyme de restriction, 

des ohgonucleotides pour fonctionnaliser les extremites de PADN ou 
de PARN a tester ou une amorce deja fonctionnalisee, 
une surface fixable a Pextremite fonctionnalisee de PADN ou PARN 
ou Pamorce a hybrider. 
30 EUe concerne egalement un intermediaire utile pour 

Petalonnage du precede. 11 s'agit d*un ADN double brin dont les extremites 
5' et 3' normaiement contigues sont, pour les unes, reliees par un 
oligonucleotide en boucle de maniere covalenteou quasi covalente, et pour 
les autres, reliees a un ou plusieurs supports solides distincts. 

35 
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Les exemples ci-apres permettront de mettre en evidence 
d'autres caracteristiques et avantages de la presente invention. 
Sur les figures annexees : 

- La figure 1 est un schema du precede mettant en oeuvre un microscope a 
5 force atomique. 

- La figure 2 schematise deux methodes de fonctionnaiisation de I'ADN par 
des groupes terminaux. 

- La figure 3 schematise la construction du dimere d'ADN decrit en 2(b) 
appliquee a TADN du phage lambda. 

10 - La figure 4 montre une image magnetique effectuee entre environ 3 et 3 
M.m au-dessus du substrat. Les billes du bas de Timage, blanches, sont 
observees sans contact direct (attraction magnetique) tandis que celles 
du haut, noires, le sont par contact direct (force repulsive de contact). 
Les billes imagees ont un diametre de 2,8 ^im. 

15 - La figure 5 montre des approches effectuees avec le capteur de force a la 
verticale du centre d'une bille (a) ou du substrat vierge (b). Un champ 
magnetique est applique. Sur chaque graphe la courbe en trait continu 
represente Tapproche depuis une position eloignee de quelques microns 
du substrat ; la courbe en pointilles represente le retour. En (a) 

20 I'attraction magnetique se manifeste par une montre de la courbe au- 

dessus de la valeur a grande distance. En (a) et (b) la repulsion (au 
contact) se manifeste par une baisse rapide de la valeur de la force. 

- La figure 6 montre les deplacements du centre de la bille pendant un peu 
plus de 5 minutes ; en haut, deplacements dans le plan d 'observation, en 

25 bas evolution temporelle de la position suivant X de la bille au cours du 

temps. 

La figure 7 montre un diagramme d'etirement d'une molecule d'ADN- a. 
par extension en utilisant un microscope a force atomique. Lorsque la 
molecule est presque completement etendue, elle exerce une force de 
30 Tordre de quelques nN avant de casser. 

EXEMPLE 1 

Dans cet exemple, TADN choisi est TADN du phage X (ADN-X) 
qui comprend 48502 paires de bases, dont la sequence est connue. Les deux 
brins a et a* de cet ADN dans sa configuration lineaire (ouverte) ont 12 bases 
35 non-appariees en leur extr6mite 5'. On peut ais^ment fonctionnaliser les 
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extremites de cet ADN comme cela est schematise sur la figure 3» Grace a des 
oligonucleotides de synthese complementaires des extremites non-appariees 
de cet ADN, les extremites 5' du brin a et 3' du brin complementaire a' sont 
Tune biotinylee, Tautre aminee. Des oligonucleotides de synthese b et b' (en 
5 partie complementaires de Textremite libre de ces ADN) sont ensuite 
apparies et lies. Finalement les deux ADN sont hybrides et lies. Les 
oligonucleotides sont indiques en trait gras et leur sequence en italique. 

Ceci fait, TADN fonctionnalise est ancre (par des groupements 
biotine, amine ou digoxigenine) a la surface de billes de polystyrene 

10 pretraitees (cornmercialisees entre autres par Dynal et Rhone-Poulenc sous 
la marque Estapor). Celles-ci sont recouvertes soit de streptavidine, qui a 
une affinite quasi covalente avec la biotine, soit d'un anticorps monoclonal 
permettant la liaison avec un autre anticorps dirige contre la digoxigenine 
(DIG), soit encore de groupements carboxyles (COOH) qui forment une 

15 liaison covalente avec un groupement amine (-NH2), comme cela est decrit ci- 
apres dans Materiels et Methodes. 

Pour tirer sur un seul brin d'un dimere d'ADN (aa*), comme 
cela est schematise a la figure 1, on ancre Tune de ses extremite a une 
surface plane pretraitee a via une liaison, grace une fonctionnalisaiion 

20 par un groupement amine A et on ancre Tautre extremite a une bille 
magnetique Dynal B recouverte de streptavidine. Un petit aimant coUe sur 
rextr6mite du levier d'un AFM permei de maintenlr la liaison entre le 
levier et la bille Dynal. Les deux brins a et a' etant complementaires, ils sont 
partiellement apparies. La surface a est entrainee a une vitesse v et la force 

25 de traction sur I'ADN mesuree par les deflections de la surface p qui sert de 
ressort (par exemple le levier d'un AFM). Les bases de PADN se desapparient 
au point E La mesure du deplacement et de la force se fait grace a i'AFM. 
EXEMPLE 2 

MATERIELS ET METHODES 
30 L'ADN-X provient de Boehringer-Mannheim. Les 

oligonucleotides complementaires de Textremite cos de TADN du phage 
lambda ont ete synthetises (oligol : 5'-AGGTCGCCGCCC-3' 12-mer ; oligo2 : 
5'-GGGCGGCGACCT-3' 12-mer). Tous les enzymes employes proviennent de 
Boehringer-Mannheim et Bio-Labs. Les nucleotides 32 p proviennent de 
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Amersham. Toutes les billes magnetiques proviennent de Dynal (Dynabeads 
M-280 Streptavidin : Dynabeads M-450 sheep anti-Mouse IgG). Les particules 
de latex proviennent de Rhone-Poulenc (Estapor). L'immunoglobuline 
(anticorps monoclonal( ^nti-DIG provient de Boehringer-Mannheim. Les 
5 modules Covalink NH proviennent de Nunc, et des plaquettes de differents 
lots ont ete employees. Tous les reactifs proviennent de Sigma. Le materiel 
marque a ete purifie sur une colonne P-6 spin (Bio-Rad). 
FONCTIQNNAUSATTON DES EXTREMITES D E L'ADN 

De maniere a fonctionnaliser d'une fagon differente les deux 
10 extremites d'une molecule d'ADN->^, la methode suivante a 6te employee : 

1) Marauage de Fextremite de la molecule ave c un fragment de Klenow 

0,08 nmole (2,5 \ig) d'ADN-X. sont marquees a leur extremite 
avec 2 unites de fragment de Klenow en presence de 2 nmoles de biotine- 
dUTP (ou Dig-dUTP ou amino-dUTP) et des nucleotides radioactifs, dCTP ou 

15 dGTP (3000 Ci/mmole), de maniere a evaluer le rendement des differentes 
reactions. Les reactions sont conduites dans des conditions standards de 
marquage des extremites. Les ADN marques sont purifies des nucleotides 
libres sur une colonne spin. Les ADN marques sont fragmentes en deux 
fragments (45 kbp et 3 kbp) par 4 unites d'enzyme de restriction KASl a 

20 37X pendant 4 a 6 heures. Les deux fragments sont separes sur agarose 
faible fusion a 1,5 %. elues et concentres avec une colonne Elutip. Les 
fragments ainsi obtenus possedent deux extremites differentes (une avec un 
5 '-phosphate et une autre avec une biotine, DIG ou un groupe amino proche 
de Textremite 3'). lis peuvent etre lies a des surfaces activees comme decrit 

25 ci-dessous ou employes pour effectuer des constructions dimeres par 
ligation de deux fragments : Pun avec Pextremite biotine (par exemple) et 
Tautre avec un groupe DIG sur Pautre extremite. 

2) Marauage des extremites par des oligonucleotides modifies 

10 nmoles d 'oligonucleotides homologues des deux extremites 
30 cos de PADN-X sont modifiees a leur extremite. Tous les oligonucleotides sont 
phosphoryles en 5' par une reaction de Kinase. 1 nmole d*oligonucleotides 
est incubee a 37°C pendant 3 a 4 heures en presence de 200 nmoles d'ATP 
(marquees radioactivement avec 16 pmoles de rATP32 . 3000Ci/mmole) et 
10 ^1 de Kinase-polynucleotide T4. Ces oligonucleotides phosphoryles en 5' 
35 sont purifies des nucleotides libres sur tme colonne spin. Leur extremite 3' 
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est alors modifiee par incorporation de biotine-dUTP, DIG-dUTP ou amino- 
dUTP. 10 pmoles d 'oligonucleotides phosphoryles en 5' sont incubes a 37°C 
pendant 1 a 2 heures en presence de 10 nmoles de biotine-dUTP (DIG-UTP ou 
amino-dUTP) et 2 unites d 'enzyme terminale deoxy-transf erase. Les 
5 oligonucleotides modifies sont purifies des nucleotides libres sur une 
colonne spin. 

2 pmoles de ces oligonucleotides modifies sont liees avec 
0,1 pmole d'ADN-X en presence 5 unites de ligase T4 a IS^C pendant 
12 heures dans un volume de reaction de 200 ^L Les oligonucleotides non 

10 li6s sont separ6s de TADN marque par deux precipitations successives dans 
un melange acetate d'ammonium/isopropanoL L*ADN est nettoy6 dans de 
Tethanol froid a 70 %, seche dans un "speed-vac" et mis en suspension dans 
de Teau distillee. 
ANCRAGE DE LA SURFACE 

15 Les ADN fonctionnalises decrits precedemment peuvent avoir 4 

groupes fonctionnels differents (5' phosphate, biotine, DIG et NH2) lesquels 

sont capables de reagir avec des surfaces pretraitees disponibles dans le 
commerce. 

1) Ancrage du groupe biotine aux surfaces enrobees de streptavidine 

20 Les billes Dynal M-280 enrobees de streptavidine sont lavees 

trois fois dans une solution 1 x PBS (pH 7,4) + 0,1 % BSA. Les billes sont 
recueillies avec un concentrateur de particules magnetiques Dynal, remises 
en suspension dans une solution TE + 2 moles de NaCl et incubees dans un 
rotator avec TADN modifie (k differents rapports molecules d'ADN/billes) a 

25 temperature ambiante pendant 1 a 2 heures. 

2) Ancraee du DIG aux surfaces enrobees d'anti-DIG 

Les billes Dynal M-450 enrobees avec une IgG de mouton anii- 
souris sont nettoyees selon les indications donnees par E)ynal. 100 mi d*une 
solution de billes (environ 4.10*7 billes) sont incubees dans un rotator a 4°C 
30 pendant 12 heures avec 10 ytg d'IgG anti-DIG (environ 10*10 mole). Les billes 
sont ensuite nettoyees dans une solution de PBS/BSA et remises en 
suspension dans le PBS. L'ADN marque par le DIG est alors incube avec les 
billes (a differents rapports) dans un rotator a temperature ambiante 
pendant 4 heures. 

35 
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3) Ancrage des grouoes amino aux surfaces acides COQH 

Les particules de latex Estapor COOH (diametre 1,1 et 2 \xm) sont 
nettoyees deux fois par centrifugation dans de Teau distillee et preactivees 
par du 3-dimethylaminopropyle carbodiimide (GDI). Cette etape est effectuee 
5 par incubation de 0,1 ml des billes nettoyees avec 0,1 mg de GDI a 50°G 
pendant 1 heure. Les particules preactivees sont nettoyees trois fois par 
centrifugation d'une solution 0,05 mole de morpholino ethane sulfonique 
(MES) a pH 5,5. Les billes precipitees sont remises en suspension dans 100 \il 
de TPG (0,05 mole NaH2P04, 2H2O ; 0,1 % NaCl ; 2 % de gelatine ; pH 6,6). 
10 Les billes peuvent alors former des liaisons covalentes avec les 

groupes amino presents dans la proteine et les groupes amino des ADN 
modifies. 100 \il d'une solution de latex (environ 10^ billes) sont incubus en 
presence de 0,5 mg d'avidine (ou 0,5 mg de proteine A ou 0,25 pmole d'oligo2 
amino-modifie) a 50°C pendant 1 heure et ensuite maintenus en rotation a 
15 temperature ambiante pendant 12 heures.'^Les billes liees sont ensuite 
nettoyees 3 fois avjec un tampon TPG, resuspendues dans 100 \il de TPG et 
maintenues a 4'*C. Les billes enrobees d'avidine sont liees aux ADN modifies 
par de la biotine, comme decrit precedemment. Les billes couvertes de 
proteine A sont enrobees avec une IgG anti-DIG, par incubation avec 

20 0,1 mg/ml d'anticorps a temperature ambiante pendant 12 heures. Enfin, la 
liaison avec TADN DIG-modifie est effectuee comme decrit precedemment. 
4) Ancrage des groupes 5' phosphate aux surfaces activees par une amine 
secondaire (NH) (Nunc Covalink modules) 

Differentes quantites d*ADN-X (de 50 ng a 0,005 ng) sont 

25 dissoutes dans 75 |a1 d'une solution 10 mmoles de 1-methylimidazole (1- 
MelM) et 25 |a1 de 0,2 M de l-ethyl-3-dimethylaminopropyle-carbodiimide 
{EE>C). Cette solution est chargee dans un puits Nunc Covalink. Les modules 
sont in cubes a 50°C pendant 5 a 6 heures, suivi par 3 nettoyages avec une 
solution 5 X SSC, 0,25 % SDS (prechauffee a 50*'C) et 3 nettoyages avec 0,1 x 

30 TE 

De maniere a eviter les liaisons non specifiques des billes 
preactivees a la surface du puits, une solution BSA a 0,1 % est ajoutee et 
incubee a temperature ambiante pendant 12 heures. Les puits sont nettoyes 
3 a 5 fois avec 0,1 x TE Les ADN marques par la biotine sont denatures dans 
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une solution de NaOH 0,25 mole de maniere a liberer les extremites 3' de la 
biotine. Les billes M-280 enrobees de streptavidine sont ensuite ajoutees 
pour se lier avec Textremite biotine et sont incubees a temperature 
ambiante pendant 0,5 heure. Les billes non liees sont recoltees par un 
5 moyen magnetique. L'ADN lie par son extremite 5' phosphate a la surface du 
puits et par son extremite 3' marque par la biotine a la surface des billes est 
maintenant pres pour msmipulation. 
AIMANTATION DU LEVIER 

De maniere k prelever selectivement les billes 

10 paramagn^tiques M-280 attachees, le levier AFM est aimante comme suit : a 
Taide d'une micropipette a Textremite d'un micromanipulateur (Leitz) et 
sous microscope (Reichert-Jung Polyvar), une petite goutte d'un adhesif 
durcissable aux ultraviolets (Norland Optical Adhesive) est deposee a ia 
pointe du cantilever AFM (Park). Une petite particule magnetique (rayon 

15 environ 7 ^m) (une bille de cobalt ou un grain d'aimant SmCo pulverise) est 
prise avec la micropipette, placee sur la goutte de coUe et polymerisee par 
eclairage UV pendant environ 20 minutes. Le levier aimante est employe 
pour prelever les particules liees a la surface covalink, place dans un 
champ magnetique sous un microscope optique inverse (Nikon) ou un AFM 

20 (Park Scientific Instruments, USA). 
EXEMPLE 3 
RESULTATS 

On utilise un microscope a force atomique (AFM) 
essentiellement constitue d'un petit levier elastique (cantilever) de 100 a 

25 200 |im de long et de 0,6 ^m d'epaisseur. La position de Textremite fixe du 
levier est controlee a quelques lO-n m par rapport a Techantillon au moyen 
d'un tube piezoelectrique. La deflection de Textremite mobile, mesuree 
optiquement permet de detecter la force appliquee avec une sensibilite 
avoisinant 10- 12 n. A cette derniere extremite, on a remplace la sonde 

30 classique de I'AFM (une pointe de nitrure de silicium de quelques dizaines de 
nanometres de rayon de courbure) par une bille de cobalt, ferromagnetique 
de 7 |im de diametre. Get ensemble constitue un capteur de forces 
magnetiques. Ce capteur magnetique peut Stre attire par une bille Dynal de 
2,8 fim fixee sur un substrat solide, ce qui donne lieu a une deflection du 

35 ressort. Inversement, le capteur peut attlrer une bille Dynsd en solution ou 
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partiellement libre a Textremite d'un brin d'ADN. II n'y a alors pas ou peu 
de deflection et la bille vient se coller spontanement sur le capteur. Le 
premier type d 'interactions est mesurable directement par TAFM, le second 
est observable visuellement en microscopie optique. 
5 Les billes Dynal peuvent etre rendues solidaires du substrat 

active (modules Nunc-Covalink) par liaison biochimique directe ou par 
adhesion non-specifique. Cette adhesion est renforc6e par les gradients de 
champ d'un petit aimant situe a quelques millimetres sous le substrat. La 
force d'attraction entre le capteur et une bille, maximale a la limite du 
10 contact, atteint 10-8 a 10-9 N. En Pabsence de champ magnetique la port^e de 
Tinteraction (dipole permanent - dipole induit) est tres faible par rapport 
aux diametres des billes et est done difficilement mesurable. Par contre, un 
petit champ sature Taimantation des dipoles induits, augmentant ainsi la 
portee qui atteint 4 ^ environ. On peut alors realiser des images en balayant 
15 avec le capteur un plan situe a 1 ou 2 |i au-dessus de la bille (voir figure 4). 
Ceci permet une localisation tres fine des billes dont on peut alors 
s'approcher. La figure 5 montre des approches effectuees a la verticale du 
centre d'une bille et/ou du support vierge. On voit en (a), de droite a 
gauche, I'attraction magnetique k distance puis le contact du capteur avec la 
20 bille. En (b), seul ie contact du capteur avec le support est detecte. En 
Tabsence de champ, on n 'observe aucune attraction significative a cette 
echelle mais seulement les interactions de contact. 

Des billes libres peuvent etre micromanipulees avec la bille de 
cobalt du capteur de TAFM. Ceci n'est pas actuellement realisable sous I'AFM 
25 meme, faute d'acces optique pour le controle de Toperation, mais peut-etre 
simule au moyen d'un capteur attache a un micromanipulateur dans le 
champ d'un microscope optique inverse. Un AFM integre a un microscope 
inverse est a Tetude. On observe essentiellement que les billes libres sont 
attirees par le capteur dans un rayon de 1 ou 2 n et viennent s'y coller. Ceci 
30 est le moyen de capture le plus elementaire que nous comptons appliquer au 
systdme bille-ADN. La force de liaison entre les deux billes est la somme de la 
force d'attraction magnetique decrite ci-dessus et d'une force de contact 
fonction essentiellement des etats des surfaces : la liaison est assez forte sur 
un capteur non traite et ne peut etre rompue aisement. Toutefois, si le 
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capteur est trempe dans unc solution de serum d'albumine bovine (BSA) 
(environ 2 %) la force de contact est fortement diminee et la bille peut etre 
relachee par une acceleration brusque du capteur ou un bref frottement 
contre le substrat. 

5 Le dispositir operationnel d 'analyse de TADN en vue de son 

sequengage est typiquement constitue autour du substrat transparent (Nunc- 
Covalink) oii sent greffees les molecules d'ADN- Ce substrat est solidaire d'un 
systeme piezoelectrique ou equivalent qui le deplace dans les trois 
directions d'espace, Au-dessus, un capteur de force magnetique (AFM) 

10 permet les mesures quantitatives. Au-dessous un microscope optique permet 
d 'observer la surface et le capteur de force dans leur mouvement relatif. 
Enfin. Tensemble est dans le champ d'un electro-aimant qui, selon le champ 
applique, peut plaquer les billes a la surface, permettant ainsi Timagerie 
magnetique, les eloigner de la surface (elimination des billes non greffees 

15 pour faciliter le choix de Toperateur) ou,_ avec un champ nul, laisser 
librement evoluer TADN afin qu'il vienne se coUer au capteur. Dans cette 
configuration, on peut alors realiser la mesure quantitative des forces et le 
sequencage de TADN. 
EXEMPLE 4 

20 Cet exemple a pour objet des mesures quantitatives de la force 

sur la molecule lors d'une traction. 

Pour se faire, il faut realiser trois conditions : attacher des 
billes magn^tiques a une plaque de verre par des molecules d'ADN, pouvoir 
determiner le nombre de molecules qui relient une bille a la plaque de 

25 verre afin de choisir celles qui le sont par une bille, finalement, mesurer la 
force de traction sur la mol6cule en utilisant un microscope a force 
atomique (AFM). 

L'accrochage de la molecule d'ADN suit un protocole voisin de 
celui decrit ci-dessus. L'attachement de chacune des extremites de la 

30 molecule d'ADN se fait au cours d'etapes distinctes ; ceci afin d*eviter que les 
deux extremites dHine seule molecule ne se lient, soit a la bille, soit a la 
surface de verre en formant une boucle. L'extremite ou Ton souhaite 
attacher la bille magnetique est d'abord greffee selectivement de la biotine, 
qui se liera k la streptavidine dont est recouverte la bille magnetique. La 

35 seconde extr6mite est anachee a une molecule Digoxygenine (DIG-dUTP) qui 
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forme un lien avec son anticorps anti-DIG dont on a recouvert une plaque 

de verre prealablement traitee a la proteine A. 

Etirement d'une molecule d'ADN 

En approchant une pointe aimantee constituee d'une bille de 
5 cobalt, a Taide d'un micromanipulateur, on a pu verifier qu'un certain 

nombre de billes sont captives et ne peuvent s'ecarter de leur point 

d'ancrage au-dela d'une distance de 15 jim, ce qui correspond precisement a 

la longueur de la molecule d'ADN utilisee. 

Caracterisation de Techantillon 
10 Lors de la preparation de Techantillon, le nombre de molecule 

d'ADN qui relient une bille a la plaque de verre peut varier, il faut done 

determiner a posteriori le nombre de molecules impliquees dans la liaison. 

On a mis au point un dispositlf permettant ceite determination de facon non 

perturbative : on mesure T amplitude des mouvements brownien de la bille 
15 et on en deduit le nombre de molecules qui la relient a la plaque de verre. En 

effet, plus ce nombre de molecules est grand plus la bille est attachee 

solidement a la surface et moins grande est Tamplitude de ces fluctuations. 

On a reproduit sur la figure 6 Tallure des fluctuations observees 

correspondant au cas ou la bille est reliee par une seule molecule d'ADN. 
20 Pour determiner le nombre de molecule, on mesure < x2 > et on 

utilise Texpression : 

nk <x2> -RbT 

ou k est la raideur d'une molecule d'ADN, Kb est la constante de Boltzmann, T 

est la temperature et n est le nombre de molecule, 

25 Brisure d'une molecule d'ADN 

En augmentant I'aimantation de la bille de colbalt coUee sur la 
pointe du micromanipulateur, on peut alors casser la molecule d'ADN en 
ecartant la bille au-dela de 15 jim. En repetant cette experience avec le 
microscope k force atomique on a mesure la force de tension sur la molecule 

30 au moment de la rupture de celle-ci (figure 7). 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de determination d'une sequence d'ADN ou d'ARN, 
caracterise en ce qu*on determine Tenergie d'appariement ou de 

5 desappariement entre chaque paire de base de I'ADN ou d'un hybride 
ARN/ADN double brin correspondant a la sequence d'ADN ou d*ARN a 
determiner et en ce que Ton compare cette energie a des valeurs 
predeterminees. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu' on 
10 determine Penergie de desappariement entre chaque paire de base de I'ADN 

ou d'hybride ADN/ARN par fixation d'au moins une base de chaque brin de 
PADN ou de Phybride ADN/ARN sur un support et eloignement des supports 
afin de desapparier, Pune apres Pautre, chaque paire de base en mesurant a 
chaque desappariement Penergie necessaire au desappariement et en la 
15 comparant avec des valeurs predeterminees. ^ 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on 
determine Penergie d'appariement entre chaque paire de base de PADN ou 
d'hybride ADN/ARN par fixation d'au moins une base de chaque brin de 
PADN ou de Phybride ADN/ARN sur un support et rapprochement des 

20 supports afin d'apparier chaque paire de base en mesurant a chaque 
appariement Penergie necessaire a Pappariement et en la comparant avec 
des valeurs predeterminees. 

4) Procede selon Pune des revendications 1 et 2, caracterise en 
ce qu'on determine Penergie globale necessaire pour desapparier un ADN 

25 comportant une partie double brin ou un hybride ADN/ARN et on compare 
Penergie globale a une valeur de seuil de cette energie correspondant a la 
sequence de reference appariee. 

5) Procede selon Pune des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce qu'il est mis en oeuvre pour le sequengage d'un ADN ou d'un hybride 

30 ADN/ARN de constitution non determinee, les valeurs predeterminees etant 
mesurees au prealable pour chaque paire de base en fonction de son 
environnement- 

6) Procede selon Pune'des revendications 1 a 5. caracterise en 
ce que les extremites non fixees sur supports de PADN double brin ou d'un 

35 hybride, avant appariement ou desappariement, sont reliees entre elles de 
maniere covalente ou quasi covalente. 
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7) Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que la sequence d'ADN double brin ou d'hybride ADN/ARN, apres 
desappariement des deux brins, est reappariee puis de nouveau arrachee a 
plusieurs reprises afin d'accumuler les mesures et augmenter le rapport 

5 signal/bruit. 

8) Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce que chaque brin d'ADN ou de I'hybride est fixe par plusieurs bases 
contiguds. 

9) Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en 
10 ce que Tune des bases de Tun des brins de TADN ou d'un hybride est fixee 

directement ou indirectement sur una surface mobile et en ce qu'une base 
de Tautre brin d'ADN ou d'hybride est fixee sur un capteur de force et en ce 
que Ton eloigne la surface mobile en determinant la valeur des forces 
mesurees par le capteur de force lors du desappariement des bases. 
15 10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que 

pour fixer indirectement Pune des bases sur une surface mobile, on utilise 
un aimant fixe sur 'la surface et une particule magnetisable fixee sur une 
base. 

11) Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
20 capteur de force est le levier d'un microscope a force atomique et la surface 

mobile est un dispositif de deplacement nanom6trique, 

12) Procede selon Pune des revendications 9 a 11, caracterise 
en ce que le capteur de force est un aimant dont on asservit la position par 
un champ magnetique. 

25 13) Procede selon Pune des revendications 9 a 12, caracterise 

en ce que le capteur de force est un levier ou une membrane associe a un 
capteur de deplacement. 

14) Procede selon Pune des revendications 1 a 13, caracterise 
en ce qu*on place un echantillon d'ADN ou d'ARN a tester, prealablement 

30 fixe sur un support, pour la presence d'une sequence specifique, dans un 
recipient contenant la sequence complementaire de ladite sequence 
specifique, fixee elle-aussi sur un suppon, et en ce qu'apres incubation on 
determine Penergie de liaison entre I'ADN double brin ou Phybride 
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ADN/ARN eventuellement forme pour detecter la presence de la sequence 
d*ADN specifique correspondant a I'energie de desappariement d'une 
hybridation totale. 

15) Application du precede selon Tune des revendications 1 a 
5 14 au sequengage d'un ADN inconnu. 

16) Application du precede selon Tune des revendications 1 a 
14 a la mise en evidence d*une sequence d'ADN determinee dans un 
echantillon a tester. 

17) Coffret de diagnostic destine a la mise en oeuvre du procede 
10 selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce qu'il comporte un ou 

plusieurs des elements suivants : 

- une sequence nucleotidique connue (ou "amorce") pouvant hybrider 
dans des conditions stringentes avec un ADN ou un ARN simple brin a 
tester comportant tout ou partie de ladite sequence dans un milieu 

15 reactionnel contenant d'autres acides nucleiques ou apres separation 

desdits acides nucleiques non hybridables, 

- un ADN ou ARN sous forme double brin comme element standard de 
reference, constitue par la sequence hybridable reclierchee dans 
Techantillon, 

20 - un support permettant de fixer I'ADN ou TARN de Techantillon a tester 
ou Tamorce ("sequence nucl6otidique connue"), 

- au moins une enzyme de restriction, 

- des oligonucleotides pour fonctionnaliser les extremites de TADN ou de 
TARN a tester ou une amorce deja fonctionnalisee, 

25 - une surface fixable a Textremite fonctionnalisee de TADN ou TARN ou 
Tamorce a hybrider. 

18) A titre d'intermediaire utile dans la mise en oeuvre du 
procede selon Tune des revendications 1 a 14 et a ses applications selon 
Tune des revendications 15 et 16 ou comme element du coffret de diagnostic 

30 selon la revendication 17, un ADN double brin dont les extremites 5' et 3' 
normalement contigues sont, pour les unes, reliees par un oligonucleotide 
en boucle de mani^re covalenteou quasi covalente, et pour les autres, reliees 
a un ou plusieurs supports solides distincts. 
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